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cDNA Cloning and Sequencing of Cytochrome b5 Protein from 
Petunia hybrida Strains with Different Flower Colors 


LIU Ji-Mei[] YAN Вод ZHENG Li-Ping[] DU Yun-Long[] WANG Ling-Xian[] 
HUANG Xing-Qi ** 
[] Institute of Biotechnology[] Yunnan Academy of Agricultural Sciences[] Kunming 6502230 


Арчтас ] Total RNAs were extracted from the petals of Petunia hybrida strains with different flower col- 
ors. Using Olie[] dI[] as pimei[] the total RNAs were synthesized into the first strand of cDNA by reverse 
transcription reaction. By Polymerase Chain Reaction[] PCR[] amplification[] we obtained a cDNA frag- 
ment in length of about 450bp from different Petunia strains. The primes used for PCR amplification were 
designed according to the cDNA encoding region of cytochrome b5 protein that were reported previously. 
The PCR products were cloned into pGEM-T vectorl] respectively. We analyzed the sequences of different 
recombinant plasmids and compared them with the reported cDNA sequence of Cyt b5. We found that their 
encoding areas all contain 447 nucleotides and encode 149 amino acid residues. Номеуе{] the cDNAs 
from violet and blue Petunia have one different nucleotide[] but without different amino acid residues from 
the reported cDNA[] those from pink and white Petunia have three different nucleotides and two different 


amino acid residues from the reported cDNA. "These results imply that the Cyt b5 gene regulation on flower 
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color may be relevant to the primary structure of its encoding cDNA. 


Key words[] Flower сојо ] Petunia hybrida|] Cytochrome b5 protein[] Cyt bSL cDNA cloning 
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О 100пеПППППППППППППППППППППППППППППППППППППП 
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П 1 Сиьѕ50 00 PCRHH 02 000000000 


1. pBR322 DNA/Msp 1000 00 20 30 40500 00 1. pBR322 DNA/Msp 10000 0 20 30 4050 0 0 pL- 
HHHHHHHHHHHHHHHH суљ 00 PCR WDIF[] pL-PDIF[] pL-RDIF[] pL-BDIF[] D ПП О ваш + 
ü EcoRI 0000 
Fig. 1 PCR amplification of Cyt b5 gene Fig. 2 Identification of recombinant plasmids 
1. pBR322 DNA/Msp I markei[] 20 30 40 5 PCR amplifica- 1. pBR322 DNA/Msp I таке] 20 30 40 5 digested results of 
tion of Cyt b5 gene from white[] pink[] violet[] blue Petunial] pL-WDIF[] pL-PDIF[] pL-RDIF[] pL-BDIF recombinantplasmids 
respectively . with BglII + EcoRI[] respectively. 
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1AA ATG ВАС АДА САА АСА GTG ТТТ ACA CTT TCT CAA GTC GCA САА CAC AAG TCA AAG 56 


{++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 58 
1++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 55 
1++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 56 
- 1++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 56 
1 M D K Q R у F T L S a i А Е H K 5 K 18 
1 * * * * * + + + + + + + + + + + + + 18 
1 + + + + + + + + + + + + + + + 1 + + 18 
1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 18 
> 1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 18 
57 САА САТ TGC TGG ATT АТС АТС ААТ GGC АДА ОТА ВТА GAT СТА ACA AAG TTC TTG 110 
57 tit +++ +++ +++ +++ +++ +++ T++ +++ +++ +++ キキ キ イキ + +++ +++ +++ +++ ++ 110 


57 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 10 
57 キキ エキ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 110 
57 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ キキ キ € +++ +++ 110 


19 а D C w | | | N G R V V D V T K F L 36 
19 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 36 
19 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 36 
19 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 36 
19 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 36 
111 GAA САА САТ ССТ GGA GGA GAA GAA GTG TTG ATT GAA TCA ССА GGA AAG GAT ОСА 164 
111 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ttt ++[| +++ +++ +++ tii 164 


111 +++ +++ +++ +++ rit キキ キ +++ +++ +++ +++ キキ キ +++ +++ eR [Tj +++ +++ キキ + +++ 164 
+11 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ キキ +++ +++ ++[|+++ +++ +++ +++ 164 
111 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ А] ++ +++ +++ +++ 164 


37 Е Е H Р а а Е Е V L | Е 5 А а K D А 54 
37 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 54 
37 + + + + + + + 4 + + + + + + + + + + 54 
37 * * * T + + + + + + + + + + + + + + 54 
37 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 54 


165 ACT AAA GAG TTT САА САТ ATT GGA САТ AGT AAA GCT GCC ААС ААС TTG CTT TTC 218 
165 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 218 
165 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ キ キネ キキ + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 218 
165 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 218 
165 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ k +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 218 


55 T K E F о D | а H S K А А K N L L F 72 
55 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 72 
55 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 72 
55 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 72 
55 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 72 


218 AAA TAC CAA ATT GGA TAT CTT CAA GGT TAC AAA GCC ТСА GAT GAT TCT GAA CTT 272 
210 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ttt +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 272 
219 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ キキ キ +++ +++ +++ 272 
219 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 118; E +++ +++ +++ +++ +++ 272 
219 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +G m + +++ +++ +++ +++ +++ 272 


73 K ү Q | G Y L Q G D D 5 E L 90 

73 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 90 

73 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 99 
+ + 


73 + + + + + + + + + E + + + + + 90 
73 + + + + + + + + + + + G + + + + + 90 
273 GAA СТС ААС ТТА GTC ACT GAT ТСС АТС ААА GAA ССА AAT AAG GCC AAA GAA ATG 326 
273 (A kt +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 325 
273 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 326 


273 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ttt +++ +++ 3286 
273 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 328 
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91 Е L N L у T D S | K Е Р N K A K E M 108 
91 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 108 
91 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 108 
91 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 108 
91 + + + + + + + + + + 1 * * * * * * * 108 


327 AAG ССТ ТАТ СТТ АТС ААА GAA БАТ ССТ AAG ССА AAG TAT CTG АСТ ATT GTT GAG 380 
327 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 380 
ЗЕТ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ttt +++ +++ +++ +++ 380 
327 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 380 


327 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 380 


109 K А Y v | K E D P K P K Y L T l v E 126 
109 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 126 
109 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 1256 
108 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 128 
109 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 125 


381 ТАС TTA TTG CCC TTC TTG GCT GCT GCC TTC ТАС СТС ТАТ ТАТ СОС ТАТ СТА АСТ 434 
381 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ キキ キ +++ +++ +++ +++ +++ 434 
381 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ キキ キ キキ + 434 
381 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 434 
381 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ キキ ネオ +++ +++ +++ +++ 434 


127 У L L P F L A А А Е Y^ L Y Y R Y L T 144 


127 * * * + + + + + + + + + + + + + + 144 
127 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 144 
127 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 144 
127 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 144 


435 ССА GCTCTC САВТТТ TGA 452 
435 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 452 
435 +++ +++ о +++ +++ +++ +++ 452 
435 +++ キキ キキ キキ +++ +++ +++ 452 
435 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 452 


145 а А L Q F * 149 
145 + + + + * 149 
145 + + + + + ` 149 
145 + + ++ + 149 
145 + + + + * 148 
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Fig. 3 Nucleotide and predicted amino — acid sequence of Cyt b5 cDNA 














АП ВО CO DO E represents nucleotide sequence of Cyt b5 cDNA reported abroad and from violet[] blue[] pink[] white Решта 
respectively. a[] bO «0 40 e represent predicted amino-acid sequence of Cyt b5 cDNA reported abroad and from моје | blue[] pink[] 








white Petunia[] respectively[] " +” represents identical amino-acid residue and nucleotide[]" 0" indicates different amino-acid 


residue and nucleotide[]" * " indicates stop codons. 
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